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RESUMEN

Se evaluo la eficacia de una formulacién comercial de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki, (Btk) Dipel® 8L, (liquido), sobre las larvas de tercer, cuarto y quinto estadio
de Hylesia metabus, en cinco concentraciones de 4, 16, 64, 256 y 1024 ppm. Se
cortaron 150 discos de hojas de Laguncularia racemosa de 1 cm de diametro, se
sumergieron 25 discos de hojas para cada una de las soluciones preparadas para el
tratamiento. Luego cada disco se coloco en los recipientes plasticos estériles de 100
ml y se colocaron las larvas individualmente en los mismos. Transcurridas 24 horas
del tratamiento, se anoté la cantidad de disco de hoja comida y se expresé en
porcentaje. Ademas se registrd diariamente el porcentaje de mortalidad y el
comportamiento de alimentacion de las larvas. En las larvas de tercer estadio, los
porcentajes de mortalidad fueron 18,7 y 72,0% para las concentraciones 4 y 1024
ppm; mientras que para las larvas de cuarto estadio fueron de 2,7 y 48,0%
respectivamente y en las larvas de quinto estadio se registré una mortalidad de 56,0%
en la menor concentracién y de 100,0% en la concentracion més alta. EXistio
correlacion entre el porcentaje de mortalidad y la concentracion del Dipel® 8L, a
base de Btk sélo en las larvas de cuarto estadio de H. metabus (p< 0,05), sin embargo,
en las larvas de tercer y quinto estadio no existio correlacion entre estas dos variables
(p>0,05). En las larvas de tercer, cuarto y quinto estadio, la CL50 fue de 86,77 ppm,
1314 ppm, y 2,95 ppm, respectivamente. La mayoria de las larvas de tercer, cuarto y
quinto estadio comieron desde 1 a 50% del disco de hoja infectada con el producto.
No hubo relacién entre el comportamiento de alimentacion y la mortalidad de las
larvas de tercer estadio entre concentraciones, prueba de Chi- Cuadrado (x2) p>0,05.
En las larvas de cuarto estadio solo existio relacion entre el comportamiento de
alimentacion y la mortalidad final sélo en las concentraciones 64 y 1024 ppm, y en
las larvas de quinto estadio en la concentracion de 4 ppm, prueba de Chi- Cuadrado
(x2) p<0,05; ademas, en las larvas se percibié una disminucién del apetito hasta dejar
de alimentarse a medida que aumentaba la concentracion. Por lo tanto, el larvicida
Dipel® 8L a base de Btk, tiene mayor efecto sobre las larvas de quinto, seguido por
las de tercer estadio con una concentracién de 1024 ppm, pero menor efectividad
sobre las larvas de cuarto estadio.

vii



INTRODUCCION

Hylesia metabus, comunmente conocida como la palometa peluda, es una
mariposa nocturna de la familia Saturniidae, la cual se caracteriza en el estado adulto
por tener un tamafio de 1,7 a 2,4 cm y tener una expansion alar de 5,4 a 6,4 cm, su
color varia entre gris oscuro y marron amarillento, su cuerpo es robusto y densamente
cubierto de setas. Por otra parte, la larva es de color marrén oscuro a negro, presenta
en cada segmento de su cuerpo grupos de setas urticantes arregladas en arcos
dorsolaterales, la cabeza es de color ambar brillante y las setas del protérax emergen
COmMO una corona en su parte posterior. Su tamafio en completo desarrollo varia entre
4,3 a 4,8 cm (Vasquez, 1990; Vasquez, 1994).

El género Hylesia se distribuye geograficamente solo en el continente
americano, en los paises: México, Costa Rica, Surinam, Brasil, Uruguay, Argentina,
Per(, Trinidad, Guayana Francesa, Guayana Inglesa y Venezuela (Dinehart et al.,
1985).

En Venezuela, H. metabus se encuentra distribuida principalmente en el oriente
del pais, abarcando en el estado Sucre la zona del golfo de Paria, que comprende a los
municipios Marifio, Cajigal, Benitez, Libertador; en el estado Monagas, los
municipios Bolivar, Maturin y Sotillo; en el estado Delta Amacuro, la zona
comprendida entre Pedernales y Tucupita, y en el estado Nueva Esparta, la isla de
Coche. Ademas se han encontrado, pero en menor proporcion, en los estados Miranda
y Zulia (Vazquez, 1994).

Este lepiddptero, en su estado larval, se alimenta de diversas plantas, de las
cuales se han reportado hasta ahora catorce especies, entre las hospederas principales,

se tiene Rhizophora mangle (Mangle rojo), Avicennia germinans (Mangle negro) y



Laguncularia racemosa (mangle blanco), lo que ha restringido su distribucion en la
region nor-oriental de Venezuela a las zonas de manglar, y también es capaz de
utilizar como hospedero a otras especies de plantas, pero en bajos porcentajes como:
Aguacate, Bucare, Guasimo, Guayaba y Jabillo entre otras, ya que éstas constituyen
el medio ecoldgico propio donde la palometa cumple su ciclo de vida (Osborn et al.,
2001).

La duracion del ciclo bioldgico de este satirnido varia entre 97 y 105 dias,
desde su estado embrionario hasta su estado adulto; en donde el periodo embrionario
tarda alrededor de 26 dias; el estado larval 57 dias aproximadamente, el cual pasa por
siete instares donde el primero dura 7 dias y el dltimo 9 dias, estos estadios se
diferencian por el tamafio de la capsula encefalica de la larva; la pupa tarda 21 dias y

el periodo de adulto dura 4 dias respectivamente (Vasquez, 1990) (Figural).

Adulto (4-7 dias)

T

Huevos
(26 dias)

Pupa
(19-21 dias)

'y
31
e

7 estadios larvales
(57 — 59 dias)

Figura 1. Ciclo biologico de H. metabus



Fuente: foto proporcionada por la Dra. Frances Osborn

El insecto vuela habitualmente en horas comprendidas de 7:30 a 10:00 pm,
durante este tiempo y aun en el dia, las hembras depositan sus masas de huevos en las
ramas de plantas hospederas, las paredes y los postes de alumbrado publico
(Lundberg et al., 2002). La hembra puede oviponer 376 huevos, aproximadamente, a
los cuales cubre con los diferentes tipos de setas desprendidas de su abdomen

protegiéndolos, asi de sus enemigos naturales (Rodriguez et al., 2004).

El primer registro escrito sobre polillas del género Hylesia se remonta al afio
1937, cuando se presentd un brote de esa polilla en Caripito, estado Monagas
(Martinez, 1986). Este autor sefiala que dicha informacion fue reportada en la Revista
Farol. Sin embargo, esta referencia es confusa debido a que Fornés y Hernandez
realizaron revisiones exhaustivas de los primeros afios de la revista y no se encuentra
la referencia mencionada, por la cual no se sabe con exactitud cual es la primera

evidencia escrita sobre Hylesia en Venezuela (Fornés y Hernandez, 2001).

En Venezuela, los primeros reportes sobre la incidencia de polillas del género
Hylesia son aquellos divulgados por los pobladores de las areas afectadas por el
insecto en los poblados de Yaguaraparo e Irapa (estado Sucre), donde las personas de
avanzada edad relatan que mariposas nocturnas se acercaban al alumbrado pablico y
aquellas personas que se encontraban cerca de ellas manifestaban posteriormente una
dermatitis en las areas de la piel expuestas (Fornés y Hernandez, 2001). Ademas
sefialaron como época de incidencia fuerte de la palometa correspondientes a los afios
1960-64, 1970-73 y 1980-87 (Vésquez, 1994).

Los registros que existen sobre la incidencia de esta polilla durante sus picos
poblacionales, los cuales generaron serios problemas de salud publica en su

momento, se presentaron en febrero de 1947, en donde el Wolfcreek, un barco que



habia estado cargando petréleo en Caripito estado Monagas, fue invadido por cientos
de polillas del género Hylesia (Hill et al., 1948). En el afio 1952, en el Golfo de Paria
(estado Sucre), se hace mencidon de por lo menos tres banqueros petroleros que
sufrieron las invasiones nocturnas de Hylesia, causando graves molestias a la
tripulacion, estos banqueros fueron; el R. G. Stewart de la flota Esso, el Joseph Seep
y el W. C. Teagle (Vicente, 1952).

El contacto con las setas causa dermatitis severa en los humanos, descrita en
forma de péapulas generalizadas, salientes, muy circunscritas, pruriginosas,
comparables con la urticaria eritematosa y con edemas de grado variable (Benaim et
al., 1998). La reaccion alérgica observada ocurre en las personas que en alguna
ocasion reciben el contacto directo con este lepidoptero, o bien con sus setas
urticantes, ya que estas ultimas suelen desprenderse con facilidad del cuerpo del
insecto y ser acarreadas por el viento; estas son liberadas al medio por miles de
hembras que son atraidas por la luz eléctrica del alumbrado pudblico cuando
revolotean alrededor de los bombillos durante los periodos de invasion a los poblados
(\Vassal, 1993).

Las setas urticantes son sensibles al roce y determinan un prurito debido a la
fractura que sufren los dardos que contienen la sustancia irritativa, la cual es liberada
cuando éstos se entierran en la piel al ser presionados (Germanetto, 1982). En algunos
casos suelen observarse manifestaciones extracutdneas tales como sintomas
respiratorios, conjuntivitis, malestar general, artralgia, incluso repercusiones

psicoldgicas, tales como insomnio y depresion en personas nerviosas (Jorg, 1969).

Las molestias causadas por este insecto traen consigo interrupcion de la
mayoria de las actividades que los pobladores de las regiones afectadas realizan,
especialmente la pesca, la agricultura, la educacion, las actividades deportivas,

sociales, culturales, religiosas, entre otras; es por ello que H. metabus, ha



representado un problema de importancia ecoldgica, ambiental y de salud para los
pobladores de la region nor-oriental de Venezuela, en particular la zona del golfo de
Paria del estado Sucre (Vasquez, 1990).

Uno de los factores que pueden contribuir a solventar este problema es el
manejo integrado de esta plaga. Las tacticas para el control de insectos y plagas en
general son diversas, asi como los insecticidas quimicos son ampliamente utilizados,
se encuentran otras alternativas tales como: uso de microorganismos, parasitoides,
practicas culturales, entre otros, para tratar de contrarrestar el efecto dafiino de las
plagas (Ferrer, 2001).

Los insecticidas quimicos han sido utilizados extensivamente para disminuir los
dafios provocados por algunos organismos. Sin embargo, la toxicidad elevada de
algunos de ellos, su resistencia, residualidad y el mal manejo, han llevado a un
replanteo de las técnicas de control de plagas, el cual persigue reducir y adecuar el
uso de los productos quimicos e implementar métodos de control que tomen en
cuenta al ecosistema en general. Entre las técnicas que incluyen el manejo integrado
de plagas se encuentra el control bioldgico, el cual es definido por el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (del inglés USDA: United States Department of

Agriculture) como:

“El uso o manejo de enemigos naturales nativos, introducidos o
genéticamente modificados (depredadores, parasitos, parasitoides y
patdgenos) y otros organismos beneficiosos  seleccionados
(antagonistas, competidores y alelopaticos) y sus productos, para
reducir las poblaciones y los efectos de la plaga” (Lecuona, 1996).

El uso de microorganismos ha resultado una alternativa viable para combatir los
brotes invasivos de H. metabus, siendo los bioinsecticidas a base de la bacteria

Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) los mayormente utilizados para controlar



insectos del orden Lepidoptera. Esta bacteria es aerObica, Gram positiva y se
caracteriza por la produccion de un cristal proteico durante su fase de esporulacion,

el cual contiene las proteinas insecticidas (Schnepf y Whiteley, 1985).

El cristal proteico de la bacteria al ser ingerido por las larvas de H. metabus, se
convierten en una toxina activa (p-endotoxina) en el intestino de éstas, el cual
produce un desbalance osmético en las células afectadas y la destruccion del epitelio

intestinal causando finalmente la muerte del insecto (Hofte et al., 1989).

La elevada mortalidad de las larvas es el efecto mas deseado en una cepa
promisoria para el control del insecto, su influencia sobre el crecimiento de las
mismas puede ser también de gran importancia. En efecto, un deterioro del desarrollo
de las larvas, esta directamente relacionado con su capacidad para completar
exitosamente el proceso de metamorfosis, influyendo asi directamente sobre su
viabilidad y consecuentemente en perjuicio de la poblacién del insecto (Ibarra et al.,
1997).

El control bioldgico, por accion de la bacteria entomopatdgena Btk se realiza a
través de un insecticida comercial formulado sobre la base de los cristales de B-
endotoxina y las esporas producidas por este microorganismo, cuya aplicacion resulta
sumamente costosa (Tovar, 2001). Ademas, es importante sefialar que es necesario
continuar con la basqueda de cepas promisorias para el control de estos insectos y
generar asi un banco de cepas con el fin de disponer de un potencial genético
necesario para permitir un manejo apropiado de la generacion de resistencia hacia Btk
(Ramos et al., 2004)

El uso de los productos comerciales a base Btk ha sido exitoso, pero en los
ultimos afnos, se ha observado la generacion de insectos resistentes hacia los mismos,

lo cual en algunos casos, es debido a la aplicaciéon de dosis subletales, por lo tanto,



fue importante realizar trabajos de laboratorio para determinar las dosis apropiadas
para asegurar la eficacia de la formulacién del producto actualmente utilizado para
controlar a las larvas de H. metabus. El objetivo primordial de este trabajo fue evaluar
la efectividad del larvicida Dipel® 8L a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki

sobre larvas de tercer, cuarto y quinto estadio de Hylesia metabus.



METODOLOGIA

Poblacion Estudiada

El estudio que se realizd fue de tipo experimental y se establecié un area de
recolecta de las larvas en las zonas de manglar y otras especies de plantas que utiliza
como hospedero alrededor del municipio Benitez, especificamente en; Paradero, los
Barrancos, Cafio Sicaina y La Hormiguera de la Parroquia Union y en Puerto Caliche,
Parroquia el Pilar, del estado Sucre, durante el periodo comprendido desde abril de
2006 a abril de 2007. (Figura 2)
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Figura 2. Mapa de las estaciones de captura de las larvas H. metabus.
Fuente: foto proporcionada por el profesor Melfran Herrera.

Recoleccion Y Transporte De Las Muestras



Se recolectd una cantidad aproximada de 1 500 larvas vivas de H. metabus de
los segundo, tercer y cuarto instar, y se colocaron en bolsas plasticas con suficientes
hojas de Laguncularia racemosa (mangle blanco). Se trasladaron al Instituto de
Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas (IIBCA), de la Universidad de
Oriente, en tres cavas de anime dentro de las cuales se colocaron las larvas junto con
hojas frescas de L. racemosa (mangle blanco), cada cava con larvas de una misma

edad, caracterizandose éstas por el tamafo de su capsula encefalica.
Mantenimiento De Las Larvas En El Laboratorio

Las larvas se mantuvieron en el laboratorio en cavas de anime en condiciones
ambientales de 26°C y con una humedad relativa de 70 a 80%. Diariamente se
limpiaron las cavas y se les cambi6 las hojas de L. racemosa (mangle blanco). Para
realizar los experimentos se esperé hasta el dia luego del cambio de instar y se
seleccionaron las larvas con la misma edad, ademéas se anotaron las fechas de

cambios de estadio de las larvas.
Tratamiento Experimental

Preparacién De Los Distintos Tratamientos Con El Larvicida Dipel® 8L A Base De
Btk

Se prepararon las diferentes soluciones del larvicida Dipel® 8L a base de Btk, el
cual contenia 3,5% de ingrediente activo, complejo espora cristal, las soluciones
fueron preparadas a la concentracion de 4, 16, 64, 256 y 1024 partes por millon (ppm)

en agua destilada.

Célculos de los ppm

ppm= %IA*n



Donde;
ppm: partes por millon
%IA: ingrediente activo del producto, segun el fabricante /100

n: gramos (g) o mililitros (ml) del producto dependiendo de su presentacion.

1024 ppm = 3,5/100xn
n=1024/0,035

n=29 257 ul

n= 29,257 ml

Se midieron 29,3 ml de larvicida Dipel® 8L y se colocaron en un cilindro
graduado de 1000 ml, se enras6 con agua destilada hasta alcanzar la capacidad del
cilindro y asi se obtuvo la concentracion del producto de 1024 ppm. A partir de esta
solucién madre se obtuvieron las otras concentraciones de 256, 64, 16 y 4 ppm,
mediante la siguiente formula:

C1xV1=Cy xV;

Preparacién De Los Discos De Hojas De L. Racemosa (Mangle Blanco)

Se cortaron 150 discos de hojas de L. racemosa de 1 cm de didmetro con un
cortador de hojas especial, los cuales fueron previamente lavados con agua destilada.
Se sumergieron 25 discos de hojas L. racemosa para cada una de las disoluciones
preparadas (4, 16, 64, 256 y 1024 ppm) para el tratamiento. Para los controles se
utilizo los otros 25 discos de las mismas hojas, pero se sumergieron en agua destilada
solamente. Luego los discos de hojas L. racemosa se les escurrio el exceso de
solucion y se secaron por evaporacion por separado para cada tratamiento.

Colocacion De Las Larvas Y Discos De Hojas De L. Racemosa En Los Recipientes
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Se utilizaron 25 potes de plastico limpios de 100 ml de capacidad para cada
tratamiento y para cada estadio. Se utilizaron un total de 25 larvas para cada
tratamiento las cuales fueron colocadas individualmente en los potes plasticos con la
ayuda de dos pinceles suaves. Después cada disco con el tratamiento, se coloco en los
recipientes plésticos, esto se realizé para cada tratamiento del larvicida Dipel® 8L a
base de Btk por separado y para los tres estadios. Realizando un total de tres
repeticiones independientes para las larvas de tercer y cuarto estadio, y para las larvas
de quinto estadio se realizaron dos repeticiones, debido a las limitaciones del material

bioldgico.

Transcurridas 24 horas del tratamiento se anoto la cantidad de disco de hojas
comidas por las larvas, para ello se asignd el porcentaje estimado de hoja comida por

las larvas utilizando la siguiente escala:

Comportamiento De Alimentacion De Las Larvas

0: larvas que comieron 0% de disco de hoja

1: larvas que comieron 1 a 25% de disco de hoja
2: larvas que comieron 26 a 50% de disco de hoja
3: larvas que comieron 51 a 75% de disco de hoja

4: larvas que comieron >75% de disco de hoja.

Posteriormente las larvas fueron alimentadas con hojas frescas y limpias de L.
racemosa, es decir sin tratamiento por cinco dias. Ademas se anoto diariamente y a la
misma hora la mortalidad y comportamiento de alimentacion de las larvas durante
todo el periodo después del tratamiento y al transcurrir los 5 dias se determiné el

porcentaje de mortalidad las larvas.
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Andlisis Estadisticos

Los resultados fueron analizados utilizando una regresion Probit para
determinar la concentracion letal del producto necesaria para matar el 50% de las
larvas (CLsp) (Moermans y Hecke, 1995). El andlisis probit, es un método de
regresion logaritmico-lineal que permite hacer predicciones sobre los valores de
cierta variable Y (dependiente) ajustados a la media de la desviacion estandar, a partir
de los de otra X (independiente) transformados a logaritmo base 10, entre los que

existe una relacién Dosis-Respuesta.

Se aplicd la prueba de Chi-cuadrado (X2) para determinar si existié una relacién
entre el comportamiento de alimentacion de las larvas (comio o no comio el disco de
hoja en las primeras 24 horas de ensayo) y la mortalidad final de las mismas, las
pruebas se realizaron con 95% de confiabilidad. La prueba Chi cuadrado (X2) nos da
una medida de la diferencia entre la distribucion tedrica y la experimental, lo que nos
permite decidir, con la probabilidad de error que queramos, si hay asociacion o no
entre las variables (Siegel y Castellan, 1988). Ambas pruebas se realizaron utilizando

el programa computacional SPSS version 10 (SPSS, 1996).

Ademas, se aplico la prueba de Correlacion de Spearman para determinar si
existié una correlacion entre el porcentaje de mortalidad y concentracion del producto
Dipel® 8L, a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki. (Siegel y Castellan, 1988).
Aplicacion De La Formula De Abbott

Esta formula se utiliza para la correccion del control en los casos que la

mortalidad se ubique entre el 5-20%, segin Abbott (1925). Cuando la mortalidad del

control es menor al 5% esta formula no se utiliza porque se considera que no es
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significativa la mortalidad; mientras que cuando ésta se excede del 20% en los
controles, hay que repetir la experiencia, ya que no se puede discriminar la causa de

mortalidad.

%mortalidad corregida = (X-Y/X) x100
Donde;
X: % de larvas vivas en el control

Y: % de larvas vivas en el tratamiento

En esta experiencia fue necesaria la utilizacién de esta formula sélo en las

larvas de los controles de quinto instar, ya que en éstas excedio el 5% de mortalidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las figuras 3 y 4 muestran el porcentaje de mortalidad de las larvas de tercer
estadio de Hylesia metabus, luego de la aplicacion de diferentes concentraciones del
larvicida Dipel® durante 24 horas. Al estudiar el efecto de cada una de estas
concentraciones sobre el total de larvas de tercer estadio de H. metabus, se encontro
que con la mayor concentracion de 1024 ppm, el porcentaje de mortalidad causado
por este larvicida fue de 72,0%, durante los seis dias de ensayo, con la mayor tasa de
mortalidad entre el tercer y el quinto dia (Figura 3). Esta fue seguida por las
concentraciones de 256 y 64 ppm que mostraron tasas de mortalidades muy similares,
con mortalidades finales de 54,6% y 53,3%, respectivamente (Figuras 2 y 3).
Ademas, se observd que a medida que disminuyd la concentracién del producto
disminuyd la mortalidad, encontrandose la menor mortalidad en la concentracion de 4
ppm con un 18,6%. Las larvas utilizadas como control se mantuvieron vivas durante
los seis dias de experimento.

80 -

70 A —=—Control
= 60 ——4 ppm
= 50 ——16ppm
§ 40 —+—64 ppm
g 30 —e—256 ppm
= 20 ——1024 ppm

10 A—/_"//‘—.//‘

0] = | = | = ‘ = | = | = |

2 3 4 5 6

Tiempo (Dias)

Figura 3. Efectividad del larvicida Dipel® 8L, a base de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki sobre las larvas de tercer estadio de H. metabus, durante un periodo de seis

dias.
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Al relacionar el porcentaje de mortalidad de las larvas de tercer estadio con las
concentraciones del producto (Figura 4), se observa que a medida que aumenta la
concentracion del producto (Dipel® 8L) a base de Btk, aumenta la mortalidad, sin

embargo, no existio correlacion entre estas dos variables (r = 0,78) (p>0,05).

120
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Control 4 16 64 256 1024

Concentracion (ppm)

Figura 4. Porcentaje de mortalidad de las larvas de tercer estadio de H. metabus en
funcién a las concentraciones del larvicida Dipel® 8L.

El comportamiento de alimentacion de las larvas del tercer estadio de H.
metabus en funcién a las concentraciones de Dipel® 8L se muestra en figura 5, en
donde se indica que la mayoria de las larvas no comieron del disco de hoja, tanto en
los tratados con el producto antes mencionado como en los controles durante las
primeras 24 horas de ensayo. Sélo el 30,7% de las larvas del control comieron de 1 a
25% del disco de hoja de L. racemosa y las larvas tratadas entre 22,7%
(concentracion 1024 ppm) y 46,7% (4 ppm). Un pequefio porcentaje menor de 3,0%
de las larvas de control, 4 y 16 ppm comieron de 26 a 50% del disco de hoja. No hubo
larvas del control ni de las concentraciones que comieran mas del 50,0% del disco de
hoja, esto pudo deberse a que las larvas de los primeros estadios son muy pequefias,

por lo tanto, no comen grandes cantidades de hojas.
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Figura 5. Comportamiento de alimentacion de las larvas de tercer estadio de H.
metabus infectadas por diferentes concentraciones de Dipel® 8L en un periodo de 24
horas.
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Figura 6. Efectividad del larvicida Dipel® 8L, a base de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki sobre las larvas de cuarto estadio de H. metabus, durante un periodo de seis
dias.

La figura 6, muestra la mortalidad en porcentajes de las larvas del cuarto

estadio de H. metabus durante un periodo de seis dias. La mayor mortalidad de 48%

se obtuvo en la concentracion maés alta (1024 ppm). La concentracion de 16 ppm
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sefiala una tasa de mortalidad de 20%, la cual es mayor a la concentracion de 64 ppm
(17,3%). Ademaés se observa que las larvas de la concentracion 4 ppm presentaron un
comportamiento similar a las larvas del control durante los primeros cuatro dias de
ensayo, despues del cuarto dia las larvas de la concentracion 4 ppm comenzaron a
presentar mortalidad alcanzando una tasa de 2,6% en su totalidad, al compararla con
las otras concentraciones de 16, 64, 256 y 1024 ppm, se pudo observar que éstas

presentaron su mayor tasa de mortalidad entre el tercer y quinto dia de experimento.
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Figura 7. Porcentaje de mortalidad de las larvas de cuarto estadio de H. metabus en
funcién a las concentraciones del larvicida Dipel® 8L.

En la figura 7, se puede observar la mortalidad de las larvas de cuarto estadio de
H. metabus en funcién a la concentracién del larvicida Dipel® 8L, en ésta se ilustra
claramente que hubo una menor mortalidad de las larvas de este estadio con respecto
a la mortalidad de las larvas de tercer estadio, sin embargo, al igual que las larvas de
tercer estadio la mortalidad aumentd progresivamente a medida que aumentaba la
dosis del producto, en este caso hubo correlacion entre el porcentaje de mortalidad de
las larvas de cuarto estadio y la concentracion del producto Dipel® 8L a base de Btk
(r =0,89) (p<0,05).
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La figura 8, representa el comportamiento de alimentacion de las larvas del
cuarto estadio de H. metabus durante un periodo de 24 horas de ensayo, la cual indica
que el 42,6% de las larvas de control comieron de 51 a 75% de disco de hojas de L.
racemosa, y la mayoria de las larvas de la concentracion 4 ppm no comieron del
disco de hoja infectada con el larvicida Dipel® 8L, un pequefio porcentaje (26,7%,
2,7% y 1,4%) de las larvas usadas en las concentraciones 4, 16 y 64 ppm comieron de
26 a 50% de disco de hoja infectado con el producto y la mayoria de las larvas que se
encontraban en contacto con las concentraciones de 16, 64, 256, y 1024 ppm
comieron entre 1 a 25% del disco de hoja infectado. Algunas larvas expuestas a la
concentracion de 4 ppm llegaron a comer de 51 a 75% del disco de hoja; solamente el
4% de las larvas del control comieron mas del 75% de disco de hoja y ninguna larva
expuesta a las diferentes concentraciones del producto llego a comerse mas del 75%

del disco de hoja infectado.
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Control 4 16 64 256 1024

Concentracion (ppm)

Figura 8. Comportamiento de alimentacion de las larvas de cuarto estadio de H.
metabus infectadas por diferentes concentraciones de Dipel® 8L en un periodo de 24
horas.

El porcentaje de mortalidad de las larvas del quinto estadio de H. metabus, se

visualiza en las figuras 9 y 10. La concentraciéon de 1024 ppm caus6 una mortalidad

del 100,0% de las larvas y la menor mortalidad se reflejé en la concentracién de 4
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ppm con 56,0%. Ademas, se observa que la concentracion de 16 ppm causo la muerte
de un 78% de las larvas, ésta es mayor a la mortalidad de la concentracion de 64 ppm
(70%). En todas las concentraciones se registrd la mayor tasa de mortalidad desde el
primer dia de ensayo hasta el tercer dia (Figura 9). También se puede observar que en
las larvas usadas como control hubo una mortalidad del 10%, la cual empezé a
registrarse a partir del quinto dia de ensayo, por lo tanto, en este estadio los
porcentajes de mortalidad de los controles se corrigieron de acuerdo a la formula de
Abbott (Abbott, 1925). Ademas, al igual que las larvas de tercer y cuarto estadio la
mortalidad aumentd progresivamente a medida que aumentaba la dosis del producto,
sin embargo, no existid correlacién entre las dos variables (r = 0,79) (p<0,05).

120 -
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Figura 9. Efectividad del larvicida Dipel® 8L, a base de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki sobre las larvas de quinto estadio de H. metabus, durante un periodo de seis
dias.
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Figura 10. Porcentaje de mortalidad de las larvas de quinto estadio de H. metabus en
funcién a las concentraciones del larvicida Dipel® 8L.
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Figura 11. Comportamiento de alimentacion de las larvas de quinto estadio de H.
metabus infectadas por diferentes concentraciones de Dipel® 8L en un periodo de 24
horas.
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El comportamiento de alimentacion de las larvas de quinto estadio de H.
metabus, en funcién a la concentracion del larvicida Dipel® 8L a base de Btk en un
periodo de 24 horas se muestra en la figura 11, el 16% de las larvas del control
comieron entre el 1 a 25% del disco y el 62,0% de éstas comieron mas del 75% del
disco de hoja. En las concentraciones 4y 16 ppm un 40,0% y 16,0% de las larvas no
comieron el disco de hojas infectado con el producto, sin embargo, el resto de larvas
comieron desde 1 a 25% hasta méas del 75% de éste, en estas concentraciones. El
56,0% y 48,0% de las larvas de las concentraciones 64 y 256 ppm comieron de 1 a
25% de disco de hoja infectado y s6lo el 2 y 4% de las mismas comieron de 51 a 75%
de disco infectado. El 68% de las larvas expuestas a la concentracion de 1024 ppm
comid de 1 a 25% del disco de hoja infectado. A partir de las concentraciones 64 ppm

hasta 1024 ppm no hubo larvas que comieran mas del 75% del disco infectado.

Tabla 1. Resultados de la Correlacion de Spearman entre el porcentaje de mortalidad
y la concentracion del Dipel® 8L, abase de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki en
las larvas de tercer, cuarto y quinto estadio de H. metabus.

Estadios Variables r Significancia
Tercer Mortalidad Vs Concentracion 0.78 NS
Cuarto Mortalidad Vs Concentracion 0.89 *
Quinto Mortalidad Vs Concentracion 0.79 NS

NS = No significativo
* indica correlacién significativa (p<0.05).

La prueba de correlacion de Spearman mostré que existio una correlacion
entre el porcentaje de mortalidad de las larvas y la concentracion del Dipel®
8L, a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, solo en las larvas de
cuarto estadio de H. metabus (p< 0,05) (Tabla 1). Sin embargo, en las larvas
de tercer y quinto estadio no existio correlacion entre el porcentaje de

mortalidad de las larvas y la concentracién del producto Dipel® 8L (p>0,05).
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Al comparar el comportamiento de alimentacion de las larvas de tercer, cuarto y
quinto estadio (Figuras, 5, 8 y 11), se observa claramente que las larvas expuestas a
las concentraciones de 4 ppm comian mas del disco infectado, pero la mortalidad era
menor. Esto pudo deberse a que la solucién estaba muy diluida y la cantidad del
complejo espora cristal que se encuentra distribuido en el disco es menor, en
comparacion con los discos de las concentraciones mas altas, pero se pudo observar
en todos los estadios larvales y en cada concentracion, que una vez que las larvas
estaban en contacto con el producto comenzaron a presentar ciertos sintomas como:
decoloracion, perdida de la movilidad, perdida del apetito, flacidez y secreciones por
la boca y ano. Gueldner et al., (1992) explicd que cuando una larva ingiere follaje que
contenga B. thuringiensis, por lo general deja de alimentarse, debido a una paralisis
intestinal, lo que por consecuencia no permite el desarrollo larval y afecta el
fendmeno de alimentacion, producto de la intoxicacion bacteriana, tal como lo

reportan Navon et al., 1992 y Stapel et al., 1998.

La tabla 2, muestra los resultados de la prueba Chi—-Cuadrado (X) en relacién al

comportamiento de alimentacion de las larvas (comieron o no comieron del disco de
hoja infectado durante las primeras 24 de ensayo) y la mortalidad de las mismas, en la
cual se visualiza que no hubo relacion entre el comportamiento de alimentacion de las
larvas de tercer estadio y la mortalidad en las concentraciones 4, 16, 64 y 256 ppm,
Prueba de Chi-cuadrado (X°) (p>0,05). No obstante, hubo un aumento de la
mortalidad con un aumento en la concentracion del producto y a su vez, hubo una
tendencia de las larvas a comer menos con un aumento de la concentracion del
producto (Figura 5). Por lo tanto, el porcentaje de mortalidad de las larvas pudo
deberse a la susceptibilidad de las larvas de este estadio al producto Dipel® 8L a base

de Btk y no a la cantidad de hoja comida con éste.
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Tabla 2. Resultados de la prueba Chi-Cuadrado (X?) en relacién al comportamiento
de alimentacion de las larvas de tercer, cuarto y quinto estadio de H. metabus durante
un periodo de 24 horas y la mortalidad final de las mismas.

Estadios 4 ppm 16 ppm 64 ppm 256 ppm 1024 ppm
Tercer 0,18 4,12 2,00 1,94
Cuarto 0,22 10,91 3,72 7,22
Quinto 7,06" 0,61

* indica diferencia significativa, segiin Prueba de Chi — Cuadrado (x?) (p< 0,05).
---- indica valores tedricos demasiado pequefios, no se aplica la Prueba de Chi -

Cuadrado (X?) no se puede asegurar la fiabilidad de los resultados.

La prueba del Chi-cuadrado (X?) mostr6 que hubo una relacién entre el

comportamiento de alimentacién de las larvas de cuarto estadio y la mortalidad de las
mismas solo en las concentraciones de 64 y 1024 ppm, (p< 0,05) (Tabla 1). Por lo
tanto, existio una mayor probabilidad que las larvas que comieron més de lo esperado
del disco de hoja infectada murieran en comparacion con las que no comieron, esto se
ve reflejado en la figura 7; sin embargo, en las larvas de quinto estadio solo se
registro relacion entre el comportamiento de alimentacion de las larvas y la
mortalidad de las mismas en la concentracion de 4 ppm, (p<0,05), sin embargo, no
hubo una relacion en el comportamiento de alimentacion en el resto de las larvas y la
mortalidad en las otras concentraciones, tanto de cuarto y quinto estadio (p>0,05).
Igualmente en algunos casos (----) los valores tedricos no cumplian con los

parametros para aplicar la prueba estadistica (Tabla 1).

Se esperaba que el complejo espora cristal fuera ingerido para que produjera un
efecto tdxico, o fuera, capaz de producir un deterioro en el desarrollo de las larvas de
H. metabus, hasta provocar la muerte de las mismas; pero se pudo observar en la
presente investigacion que las larvas eligen no comer cuando la hoja estd infectada

con el producto, lo cual pasaba mayormente con las larvas que se encontraban en
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contacto con los discos de mayor concentracién, sin embargo, se registré mortalidad
de las larvas, ain comiendo menos de lo esperado del disco de hoja infectado con el

producto durante las primeras 24 horas de ensayo.

El porcentaje de mortalidad de quinto estadio fue mayor en comparacién a las
larvas de tercer estadio, que a su vez mayor que el porcentaje de mortalidad de las
larvas de cuarto estadio (Figura 11). Las larvas de quinto estadio deberian de ser mas
resistentes en comparacion a las larvas de tercer y cuarto estadio por su tamafio; sin
embargo, estas larvas se exponen més a las condiciones del medio ambiente en busca
de comida (hojas frescas de L. racemosa) para su sobrevivencia, por lo tanto, estas
larvas poseen menor cantidad lisozimas, la cual es una defensa innata, segin Motaban
et al., (2000). Ademas estas larvas tienden a comer mayor cantidad de disco infectado
con la mayor probabilidad de ingerir mayor cantidad del complejo espora cristal, el
cual se activa en el intestino de la larva produciendo un desequilibrio osmoético del

mismo.

En la Figura 12, se visualiza que la mortalidad de las larvas de tercer estadio es
mayor que la de cuarto estadio. Las larvas de tercer estadio son mas sensibles porque
tienen poco tiempo de desarrollo, a pesar de que estas larvas comieron una pequefia
cantidad del disco de hoja infectado, la mortalidad es mayor en comparacion con la
cantidad de disco infectado que comieron las larvas del cuarto estadio. EI menor
porcentaje de mortalidad del cuarto estadio, posiblemente pudo deberse a que en este
estadio larval existieron los mecanismos de resistencia, donde las larvas comienzan a
desarrollar factores inmunitarios, como ejemplo las lisozimas, las cuales son los

factores humorales mejor conocidos en las defensas del insecto.
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Figura 12. Porcentaje de mortalidad de larvas de tercer, cuarto y quinto estadio de H.
metabus en funcién a las concentraciones del larvicida Dipel® 8L.

Las regresiones entre el logaritmo de las dosis y las mortalidades larvarias
(Probit), permitieron analizar en detalle las susceptibilidad de los diferentes estadios
larvales de H. metabus (Tabla 3). Las larvas de cuarto estadio fueron menos sensibles
a Bacillus thuringiensis var. kurstaki con una CLs, de 1314 ppm, las larvas de tercer
estadio fueron mas susceptible con un CLs, de 80,77 ppm, por ultimo las larvas de

quinto estadio fueron las mas susceptibles con un CLs, de 2,95 ppm.

Tabla 3. Resultados del analisis Probit para determinar la concentracion letal (CLsg)
del producto Dipel® 8L, abase de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, sobres las
larvas de tercer, cuarto y quinto estadio de H. metabus.

.Estadios CLso Pendiente + DS LC

Tercer 86,77 ppm 0,54 +£0,08 49,30 - 159,83
Cuarto 1314,0 ppm 0,61 +0,09 289 - 2 198 683
Quinto 2,95 ppm 0,77 £0,17 0,59 -6,64

CLsp = concentracion letal 50%, DS = desviacion estandar, LC = limite de confianza.

25



El larvicida Dipel® 8L, a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, ofrece
mayor potencialidad en las larvas de quinto estadio de H. metabus, pues en éstas se
logré un 56,0% de la mortalidad las larvas con la concentracion mas baja (4 ppm),
hasta alcanzar un 100% de mortalidad de las mismas en la concentracion de 1024
ppm; siguiendo su efectividad en las larvas de tercer estadio con un 72% de
mortalidad en la concentracion de 1024ppm; mientras que en las larvas de cuarto
estadio se presentd la menor eficacia del producto, por lo tanto, para causar mas del
50,0% de mortalidad de estas larvas se necesita una gran cantidad de producto. Estas
diferencias en la susceptibilidad de las larvas reducen las ventajas para la aplicacion
del Dipel® 8L a base de Btk, y resalta la necesidad de conocer el estadio de la
poblacion larval antes de asperjar el producto, para poder aplicar la dosis necesaria

para causar mortalidad efectiva en las larvas de cuarto estadio.

Segin Motaban et al., (2000), en un estudio realizado con larvas sanas y
tratadas de H. metabus, midieron los niveles de lisozimas después de 6, 12 y 24 horas
post-infeccion, obteniéndose concentraciones menores en el quinto instar y mayores
el tercero instar, y Tovar (2001), en el estudio de microscopia electrénica sobre las
larvas de H. metabus, sugiere que las altas concentraciones de lisozimas presentes en
algunos instares larvales, pudieran ser uno de los factores, que permitio que los dafios
causados por la bacteria patdgena fueran mas leves en algunas larvas en comparacion
con los otros estadios. Aunque no se han encontrado estudios sobre las cantidades de
lisozimas presentes en larvas de cuarto estadio de H. metabus, posiblemente estas
enzimas se encuentran aumentada en este estadio larval, es por ello que las larvas de

cuarto estadio presentan mayor resistencia al producto aplicado.

Los efectos causados a las larvas de Hylesia metabus, por la accion de la
bacteria Bacillus thuringiensis, fueron similares a los encontrados en otras especies
de lepidopteros. En un estudio realizado por Ramos et al., 2004, en Lara y

Portuguesa, Venezuela, evaluaron cepas nativas de Bacillus thuringiensis mediante
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bioensayos frente a Diatraea saccharalis, la cual conforma una de las plagas mas
importantes del cultivo de la cafia de azucar. La cepa mas toxica, presentd un 73% de
mortalidad en las larvas. Ademas, sefialaron que B. thuringiensis presenta mayor
toxicidad en los primeros instares larvarios de los insectos susceptibles. El presente
estudio no coincide con el trabajo antes mencionado debido a que en este estudio se
encontrd que las larvas de quinto estadio son mas susceptibles a la bacteria patdgena

del producto comercial Dipel® 8L.

En siete periodos evaluados entre los afios 1985 y 1986, Bacillus sp produjo el
78,5% y 84,5% de mortalidad en las larvas de H. metabus del Golfo de Paria
(Vésquez y Olivares 1984), y a nivel de laboratorio, lograron erradicar en un 100% a
las larvas de este satdrnido, este planteamiento concuerda con lo establecido en las
larvas de quinto estadio del presente trabajo. En fase experimental en el campo, la
bacteria también causa niveles de mortalidad mayor de 80%. No obstante, las larvas
de H. metabus son afectadas por la bacteria entre el tercer y quinto instar, lo que
reduce sustancialmente el tiempo efectivo de ésta y baja su eficiencia como agente de

control (Vasquez, 1994).

Delgado (1996), en su estudio de implicaciones ecofisioldgicas de la
introduccidn de Bacillus thuringiensis var. israelensis como controlador bioldgico de
Anopheles aquasalis, plantea que la bacteria, al estar suspendida en el agua es
ingerida por las larvas durante el proceso de alimentacion, por lo que la eficacia o el
efecto letal de la toxina bacterial sobre la larva dependera basicamente de la cantidad
de toxina ingerida en un tiempo determinado. En el presente estudio que se realiz6 a
nivel de laboratorio se pudo determinar que las larvas de H. metabus, no
necesariamente tienen que consumir grandes cantidades del producto Dipel a base la
bacteria Btk que se encuentra distribuida sobre el disco de hoja de mangles, para que
le produzca un efecto letal sobre las mismas, por lo tanto debe existir un mecanismo

por el cual la bacteria se activa en el interior de las larvas y puede ser por la absorcion
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cutanea o por inhalacién traquear, ya que, este Gltimo es el mecanismo de respiracion

de las larvas.

En general, Btk es el organismo entomopatdgeno mas utilizado para el control
de insecto plaga del orden lepiddptera, debido a que presenta un tipo de proteina que
tiene actividad contra las larvas de este orden, y esta es una de las razones principales
por las que se realizan bioensayos para comprobar la eficacia que tiene sobre las
larvas de diferentes especies de lepidoptera. Carmona (2002), realiz6 bioensayos con
esta bacteria, sobre las larvas del primer instar de gusano cogollero del maiz,
Spodoptera frugiperda (Lepiddptera), utilizando el complejo espora cristal, donde
comprobd la eficacia de 90,0% de mortalidad. Ademas, este insecto es una plaga
importante en el cultivo de maiz y otros de interés econémico, tales como pimenton,

tomate y algodon (Apablaza y Vaughhan, 1990).

También se evalué la susceptibilidad de varias poblaciones de Plutella
xylostella a Bacillus thuringiensis var. kurstaki, Los resultados se sometieron a
andlisis Probit, el cual permitié analizar en detalle la susceptibilidad de las
poblaciones, en donde la poblacion de Paine fue menos sensible a B. thuringiensis,
con una CLsy de 63 ppm. Sin embargo, esta CLsy no sobrepasa la mayor dosis
recomendada; las larvas de Quillota y La Pintana fueron mas susceptibles, con CLsg

de 10,0 y 18,0 ppm, respectivamente (Garrido y Araya, 1997).

Por otra parte Garcia (1991), determind el efecto de tres productos insecticidas,
Deltametrina, Diazindn y Bacillus thuringiensis var. kurstaki, en el control de larvas
de Plutella xylostella y Leptophobia aripa, en cultivos de repollo, en la estacion
experimental Cataurito, estado. Aragua, utilizando un disefio en bloques al azar con
cuatro repeticiones. Los mejores productos insecticidas resultaron ser B. thuringiensis
y la Deltametrina, mientras que Diazindn mostré poco efecto en el control de las

plagas.
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Estudios sobre el modo de accién de la bacteria revelan que el 6rgano de ataque
primario es el epitelio del intestino medio de las larvas de H. metabus donde los
sistemas enzimaticos (proteasas), favorecido por las condiciones altamente alcalinas,
transforman la protoxina en toxina verdadera (Lacey, 1985); esto provoca una
hipertrofia disruptiva de la integridad de la membrana plasmatica con la consecuente
lisis de las células que conforman el tejido epitelial (Margalit, 1989).

En el afio 2001, Tovar planteé que en las larvas de H. metabus infectadas los
cambios presentados fueron disminucion de las microvellosidades, aumento en el
namero y tamafo de las vacuolas en el citoplasma, perdida de la integridad celular,
entre otros, estos dafios fueron mas graves en las larvas del quinto instar en
comparacion con las larvas del tercer instar que sufrieron menos dafos. En el
presente estudio, la accion del producto a base de B. thuringiensis se presento
mayormente las larvas del quinto estadio, seguido del tercer y por ultimo las larvas de
cuarto fueron las menos susceptibles. Por lo tanto, se recomienda el uso de B.
thuringiensis tomando en consideracion los estadios larvarios en el campo, ya que
hasta los momento no se tiene informacién sobre los mecanismos de defensa de las

larvas de cuarto estadio.
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CONCLUSIONES

Los estudios realizados a las larvas de tercer, cuarto y quinto estadio de H.

metabus han permitido demostrar:

El larvicida Dipel® 8L a base de B. thuringiensis var. kurstaki, tiene mayor
efecto sobre las larvas de quinto, seguido por las de tercer estadio con una
concentracion de 1024 ppm, pero menor efectividad sobre las larvas de cuarto

estadio.
La mortalidad de las larvas no se produce necesariamente por la ingesta de
grandes cantidades de discos de hoja infectadas con el producto, a base de B.

thuringiensis var. kurstaki.

No se pudo determinar las causas de la falta de efectividad del larvicida Dipel®
8L a base de B. thuringiensis var. kurstaki en las larvas de cuarto estadio.
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RECOMENDACIONES

Profundizar més las respuestas inmunoldgicas de las larvas de cuarto estadio de
H. metabus frente al patdgeno B. thuringiensis.

Realizar estudios sobre aislados nativos de B. thuringiensis con actividad toxica

para el control de estos insectos.
Mejorar el monitoreo de las poblaciones de H. metabus en todos sus estadios
larvales, para permitir un manejo apropiado de la aplicacion del producto Dipel® 8L

a base de B. thuringiensis var. kurstaki.

La aplicacion del larvicida Dipel® 8L, a base de B. thuringiensis var. kurstaki,

debe hacerse con precaucion sobre las larvas de cuarto estadio de H. metabus.
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Resumen (abstract):

Se evaluo la eficacia de una formulacion comercial de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki, (Btk) Dipel® 8L, (liquido), sobre las larvas de tercer, cuarto y quinto
estadio de Hylesia metabus, en cinco concentraciones de 4, 16, 64, 256 y 1024
ppm. Se cortaron 150 discos de hojas de Laguncularia racemosa de 1 cm de
diametro, se sumergieron 25 discos de hojas para cada una de las soluciones
preparadas para el tratamiento. Luego cada disco se colocO en los recipientes
plasticos estériles de 100 ml y se colocaron las larvas individualmente en los
mismos. Transcurridas 24 horas del tratamiento, se anoto la cantidad de disco de
hoja comida y se expres6 en porcentaje. Ademas se registro diariamente el
porcentaje de mortalidad y el comportamiento de alimentacion de las larvas. En las
larvas de tercer estadio, los porcentajes de mortalidad fueron 18,7 y 72,0% para
las concentraciones 4 y 1024 ppm; mientras que para las larvas de cuarto estadio
fueron de 2,7 y 48,0% respectivamente y en las larvas de quinto estadio se
registré una mortalidad de 56,0% en la menor concentracién y de 100,0% en la
concentracion mas alta. Existié correlacion entre el porcentaje de mortalidad y la
concentracion del Dipel® 8L, a base de Btk sélo en las larvas de cuarto estadio de
H. metabus (p< 0,05), sin embargo, en las larvas de tercer y quinto estadio no
existio correlacion entre estas dos variables (p>0,05). En las larvas de tercer,
cuarto y quinto estadio, la CLso fue de 86,77 ppm, 1314 ppm, y 2,95 ppm,
respectivamente. La mayoria de las larvas de tercer, cuarto y quinto estadio
comieron desde 1 a 50% del disco de hoja infectada con el producto. No hubo
relacion entre el comportamiento de alimentacion y la mortalidad de las larvas de
tercer estadio entre concentraciones, prueba de Chi- Cuadrado (X% p>0,05. En las
larvas de cuarto estadio soOlo existid relacion entre el comportamiento de
alimentacion y la mortalidad final sélo en las concentraciones 64 y 1024 ppm, y en
las larvas de quinto estadio en la concentracion de 4 ppm, prueba de Chi-
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Cuadrado (X?) p<0,05; ademas, en las larvas se percibié6 una disminucién del
apetito hasta dejar de alimentarse a medida que aumentaba la concentracion. Por
lo tanto, el larvicida Dipel® 8L a base de Btk, tiene mayor efecto sobre las larvas
de quinto, seguido por las de tercer estadio con una concentracion de 1024 ppm,
pero menor efectividad sobre las larvas de cuarto estadio.
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